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ACTH  adenokortikotropni hormon 
DA  dopamin 
Ca2+  kalcij 
CŽS  centralni živčni sistem 
DAB  3,3'-diaminobenzidin 
DOPA  dihidroksifenilalanin 
E2  estradiol 
ER  estrogenski receptor 
ERα  estrogenski receptor α 
ERβ  estrogenski receptor β 
FSH  folikle stimulirajoči hormon, folítropín 
LH  luteinizirajoči hormon, lutropin 
L-DOPA L-3,4-dihidroksifenilalanin 
MSH  melanocite stimulirajoči hormon 
PB  Parkinsonova bolezen 
PRL  prolaktin 
NSF  N-etilmalemid-senzitiven faktor  
STH  somatotropin/rastni hormon  
SYT1  sinaptotagmin I 
SYT4  sinaptotagmin IV 
TSH  ščitnico stimulirajoči hormon, tirotropin 
TGF-β  transformirajoči rastni faktor β 
6-OHDA 6-hidroksidopamin  
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1 UVOD 
 
Možganski podvesek ali hipofiza je žleza z notranjim izločanjem, ki nadzoruje in 
uravnava delovanje drugih podrejenih žlez. Funkcionalno jo delimo na adenohipofizo, 
intermedijo in nevrohipofizo. Anteriorno ležeča adenohipofiza izloča številne hormone, 
med njimi prolaktin, ki pri sesalcih spodbuja izločanje mleka, sodeluje pa tudi pri 
presnovi ter regulaciji imunskega sistema. Izločajo ga specializirane celice 
adenohipofize, ki jih imenujemo laktotrofi. 
 
Estrogeni so steroidni hormoni (metaboliti holesterola), ki pospešujejo proliferacijo 
laktotrofov. Estrogeni nastajajo v gonadah, ter se sproščajo v krvni obtok. Proizvodnjo 
estrogenov regulirajo trofični hormoni, ki jih sprošča hipofiza (Boron in Boulpaep, 2012). 
Raziskave kažejo, da estrogeni lahko spodbujajo nastanek hiperplazije hipofize in 
sodelujejo pri tumorigenezi prolaktinoma (Heaney in sod., 2002). Estradiol (17β-
estradiol), ki so ga prejemale podganje samičke v študiji, je pri ženskah najbolj 
prevladujoči hormon izmed naravno prisotnih estrogenov v rodni dobi,  med drugim pa 
spodbuja tudi sproščanje prolaktina. 
 
L-DOPA je zdravilo, ki se uporablja pri zdravljenju znakov Parkinsonove bolezni (Koller 
in Rueda, 1998). L-DOPA je prekurzor dopamina (Molitch in sod., 1982). Dopamin je 
hormon, ki deluje preko hipotalamusa in je glavni inhibitor sproščanja prolaktina 
(Gregerson, 2001). Če je dopamina malo, pride do zaviranja proliferacije laktotrofov, ko 
ga je preveč, pa pride do hipoplazije laktotrofov (Gregerson, 2001; Ben-Shlomo in 
Melmed, 2017).  
 
Sinaptotagmini so velika družina proteinov, ki regulirajo membranski transport v 
nevronih in drugih tipih celic (Wang in Chapman, 2010). Vlogo imajo pri od Ca2+ 
odvisnem znotrajceličnem transportu membran, nekateri sinaptotagmini pa delujejo tudi 
kot senzorji za Ca2+. Sodelujejo pri zlivanju sinaptičnega vezikla s plazmalemo (Purves 
in sod., 2012). Sinaptotagmin IV (SYT4) je tako imenovani gen zgodnjega odgovora,  
katerega izražanje se lahko poveča po depolarizaciji nekaterih fenotipov vzdražnih celic, 
npr. v možganih poskusnih živali s kemično povzročenimi epileptičnimi napadi ter kot 
učinek  nekaterih dopaminergičnih farmakoloških učinkovin (Glavan in Živin, 2005; 
Glavan in sod., 2009). Geni zgodnjega odgovora so opredeljeni s tem, da njihovo 
prepisovanje ne zahteva predhodne sinteze proteinov, saj se njihova mRNA prepisuje tudi 
ob prisotnosti inhibitorjev sinteze proteinov. 
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1.1 DELOVNA HIPOTEZA 
 
• povečano izločanje prolaktina pri ovariektomiranih živalih z estradiolskimi vsadki je 
povezano s spremembami v izražanju SYT4  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 HIPOFIZA 
 
Podganja hipofiza se nahaja na dnu možganov na turškem sedlu (sella turcica), apikalno 
pa je preko peclja povezana s hipotalamusom. Sestavljena je iz treh delov: adenohipofize 
(pars distalis), intermediarnega dela (pars intermedia) in nevrohipofize (pars nervosa) 
(Osamura, 1983).  
 
 
Preglednica 1: Anatomski deli hipofize, vrste celic vsakega posameznega dela in njihovi hormoni. (Ooi in 
sod., 2004; Osamura, 1983; Yeung in sod., 2006; Yoshitomi in sod., 2016)  
Del hipofize Vrsta celic Hormoni 
 adenohipofiza  
(pars distalis) 
somatotrofi (50%) rastni hormon (oz. somatotropin, STH) 
laktotrofi (10-25%) prolaktin (PRL) 
kortikotrofi (10-20%) - ACTH (adenokortikotropni hormon 
oz. kortikotropin) 
- melanocite stimulirajoči hormon 
(MSH) 
tirotrofi (10%) TSH (ščitnico stimulirajoči hormon oz. 
tirotropin) 
gonadotrofi (10%) gonadotrofini: 
- FSH (folikle stimulirajoč hormon 
hormon oz. folítropín) 
- LH (luteinizirajoči hormon oz. 
lutropin) 
intermediarni del 
(pars intermedia) 
 - melanocite stimulirajoči hormon 
- endorfini 
nevrohipofiza  
(pars nervosa) 
 - vazopresin 
- oksitocin 
 
Hipofiza predstavlja pomembno povezavo med živčevjem in endokrinim sistemom. 
Skupaj s hipotalamusom, ki leži neposredno nad hipofizo in posreduje informacije med 
telesom in možgani, pomembno vplivata na funkcije endokrinih žlez.  Hipotalamus s 
sproščanjem različnih trofičnih hormonov pozitivno ali negativno vpliva na različne 
celice v hipofizi, ki nato proizvedejo različne hormone, ti pa nadalje vplivajo na razvoj, 
metabolizem, reprodukcijo ter na delovanje živčnega sistema (Ooi, Tawadros in 
Escalona, 2004). Na ravni hipotalamično-adenohipofizne povezave z endokrinimi 
žlezami obstajajo negativne povratne zanke, pri katerih hormoni določenih tarčnih žlez 
zavirajo delovanje hipofize in hipotalamusa. Lokalni endogeni dejavniki kot so citokini, 
rastni dejavniki, hranila, nevropeptidi in nekateri živčni prenašalci ter jemanje nekaterih 
zdravil dodajajo k parakrini/endokrini kompleksnosti in lahko spremenijo občutljivo 
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hormonsko ravnovesje na različnih  ravneh posamezne osi (Ben-Shlomo in Melmed, 
2017).  
 
Ben-Shlomo in Melmed (2017) sta opisala, da je izločanje hormonov iz hipofize 
uravnavano na treh ravneh:  
1. Prvo raven predstavljajo hormoni hipotalamusa, ki delujejo neposredno na 
hipofizo in spodbujajo ali inhibirajo izločanje njenih hormonov. 
2. Druga raven vključuje, izločanje ali zaviranje lokalnih parakrinih in avtokrinih 
hormonov znotraj hipofize, citokinov in rastne faktorje.  
3. Tretjo raven pa predstavlja regulacija delovanja hipofize in hipotalamusa preko 
hormonov tarčnih žlez. 
 
 
2.1.1 Adenohipofiza 
 
Anteriorni del hipofize (adenohipofiza) je primarno endokrino tkivo, ki ga sestavlja pet 
tipov endokrinih celic: tirotrofi, laktotrofi, kortikotrofi, somatotrofi, in gonadotrofi, ki 
izločajo tirotropin (TSH), prolaktin (PRL), adenokortikotropni hormon (ACTH),  rastni 
hormon (STH) in gonadotropna hormona (folikle stimulirajoči hormon (FSH) in 
luteinizirajoči hormon (LH)) (Ooi in sod., 2004; Yoshitomi in sod., 2016). Šesti tip celic 
v adenohipofizi predstavljajo podporne in/ali neendokrine celice, ki so razporejene po 
celotni adenohipofizi, folikularne celice ob foliklih, agranularne folikulostelarne celice, 
in nediferencirane celice (Ben-Shlomo in Melmed, 2017; Ooi in sod., 2004; Yoshitomi 
in sod., 2016) 
 
Celice adenohipofize shranjujejo hormone v sekretornih granulah, od koder se sprostijo 
z eksocitozo. Eksocitoza je proces, pri katerem pride sekretorni vezikel do plazemske 
membrane in se prične zlitje sekretornega vezikla s plazemsko membrano, čemur sledi 
zlitje vsebine vezikla v ekstracelularni prostor (Draznin in sod., 1988). 
 
 
2.1.1.1 Prolaktin 
 
Prolaktin je polipeptidni hormon, ki ga proizvajajo laktotrofne celice in mamosomatotrofi 
adenohipofize (Binart, 2017; Kanyicska in sod., 2018). Prolaktin poleg laktacije igra še 
številne druge vloge pri reprodukciji, vpliva pa tudi na številne homeostatske procese v 
organizmu. Njegova sinteza in izločanje nista omejena samo na adenohipofizo, lahko se 
izloča tudi v nekaterih drugih organih in tkivih (npr. v možganskih strukturah kot je 
hipokampus, amigdala, možganska skorja, mali možgani, hrbtenjača) (Kanyicska in sod., 
2018). 
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Laktotrofi so večinoma razporejeni naključno, vendar jih največ najdemo v 
posteromedialnem in posterolateralnem delu adenohipofize (Ben-Shlomo in Melmed, 
2017). So heterogenih oblik, polihedralni ali angularni, včasih pa tudi okrogli in ovalni. 
Razlikujejo se glede na velikost in vsebino, pa tudi glede na količino PRL, ki ga izločajo 
in količino PRL mRNA (Freeman in sod., 2000).  
V človeški adenohipofizi je cca. 10-25% laktotrofov; njihovo število pri obeh spolih je v 
začetku približno enako (Gregerson, 2001). Med nosečnostjo in kasneje ob laktaciji pride 
do laktotrofne hiperplazije, vendar se nekaj mesecev po porodu ta proces zaustavi. 
Nosečnost in njen stimulatorni učinek na laktotrofe pa lahko vodi do prolaktinomov, 
benignih tumorjev adenohipofize (Binart, 2017). 
 
Izločanje PRL v adenohipofizi poteka preko endokrine poti: izločajo ga laktotrofi, 
transportira se prek krvožilnega sistema in deluje na tarčne celice v periferiji prek 
specifičnih receptorjev za PRL (PRLR), ki se nahajajo na plazemski membrani. PRLR se 
nahajajo v tkivu mlečnih žlez, jajčnikih in jetrih (Boron in Boulpaep, 2012).  PRL, ki ga 
proizvaja veliko različnih tipov celic lahko deluje tudi kot rastni dejavnik, 
nevrotransmiter, ali pa kot imunomodulator na sosednje celice (parakrino) oz. na samo 
celico, iz katere se izloča (avtokrino). Ta dva mehanizma lahko prožita učinke v tkivih 
dovzetnih za PRL, ne da bi to vplivalo na koncentracijo PRL, ki kroži po krvnem obtoku 
(Bole-Feysot in sod., 1998).  
 
Pri podganjih samicah se v normalnih fizioloških pogojih PRL sprošča dinamično in 
njegova koncentracija v krvi  hitro niha. Epizodično sproščanje PRL poteka po ovulaciji, 
ob psevdonosečnosti, v zgodnji nosečnosti in kot odziv na sesanje mladičev med 
laktacijo. Izločanje PRL uravnavajo številni hormoni in nevrotransmiterji (Gregerson, 
2001).  
 
Glavni inhibitor sproščanja PRL je dopamin (DA), ki deluje preko hipotalamusa. DA se 
sprošča iz tuberoinfundibularnih nevronov, ki se zaključijo v mediani eminenci in prihaja 
v adenohipofizo prek hipofiznih portalnih ven. PRL pa naj bi uravnaval lastno izločanje 
s povratno informacijo prek hipotalamičnih nevronov, ki uravnavajo izločanje DA  
(Gregerson, 2001). Izločanje PRL je torej tonično inhibirano preko hipotalamusa z DA, 
hkrati pa inhibira tudi transkripcijo gena za PRL. DA agonisti lahko zaustavijo rast in 
zmanjšajo velikost prolaktinomov. Če je DA zelo malo, pride do hiperplazije laktotrofov, 
preveč DA med razvojem podgane vodi v hipoplazijo laktotrofov (Binart, 2017; 
Gregerson, 2001). DA je član skupine kateholaminskih nevrotransmiterjev. Njegov 
prekurzor tirozin se s pomočjo encima tirozin hidroksilaze metabolizira do 
dihidroksifenilalanina (DOPA). DOPA se nato dekarboksilira do DA prek aromatske L-
aminokislinske dekarboksilaze. DA se na laktotrofih adenohipofize veže na dopaminske 
receptorje podtipa 2 (D2R), in inhibira sintezo in sproščanje PRL, hkrati pa zavira tudi  
proliferacijo laktotrofov (Ben-Shlomo in Melmed, 2017). 
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Prolaktinom  
 
Prolaktinom je benigni tumor oz. adenom hipofize, ki izloča PRL (Sarkar, 2006; Syro in 
sod., 2015). Prolaktinom je najpogostejši tumor hipofize pri ljudeh (Sarkar, 2006). Pri 
človeku prolaktinome klinično razvrščamo glede na velikost na mikroadenome (premer 
< 10mm), makroadenome (premer ≥ 10mm), ter na gigantske invazivne makroadenome 
(večji od 4 cm). Podvrste laktotrofnih adenomov so: redko zrnati, gosto zrnati in acidofilni 
adenomi zarodnih celic. Najbolj pogosti podtip je redko zrnati prolaktinom. 
 
Eksperimenti na živalskih modelih so pokazali, da izpostavljenost estradiolu (E2) in 
posledično visoki nivoji PRL v krvi, vodijo v nastanek prolaktinoma. Izpostavljenost E2 
vodi v nastanek prolaktinoma preko dogodkov, ki vključujejo dopaminske D2 receptorje, 
izoforme transformirajočih rastnih faktorjev-β (TGF-β) in njihovih receptorjev, ter tudi 
faktorje, ki so sekundarni TGF-β delovanju. (Sarkar, 2006). 
 
L-DOPA je zdravilo, ki se uporablja pri zdravljenju PB (Koller in Rueda, 1998). Ker je 
L-DOPA prekurzor DA, ta za kratek čas zviša raven DA; s tem zavira sintezo in 
sproščanje PRL in nastanek prolaktinoma (Molitch in sod., 1982).  
 
 
2.2 ESTROGENI 
 
Estrogeni so steroidni hormoni, ki jih primarno proizvajajo spolne žleze in delujejo kot 
pomembni regulatorji celične proliferacije, diferenciacije in preživetja celic v različnih 
organskih sistemih in tkivih (reproduktivni organi, skelet, srčno-žilni sistem, CŽS, ter 
nekatere endokrine žleze). Raziskave so pokazale povezavo med estrogenom in 
številnimi malignimi tumorji kot sta rak dojke in maternice ter benignimi tumorji 
adenohipofize (Spady in sod., 1999). Pri ženskah obstajajo tri glavne oblike estrogenov: 
estron (E1), estradiol/17β-estradiol (E2) in estriol (E3). E2 je najbolj pomemben hormon 
v ženskem reproduktivnem obdobju. Estrogeni so regulirani z estrogenskim 
metabolizmom, pri katerem se na primer E2 spremeni v E1, ki je manj aktivna oblika 
estrogena. Lahko pa pride tudi do sulfatacije E2, ki je posttranskripcijska sprememba E2 
s strani sulfotransferaze, katere posledica je da v tej obliki ne more več interaktirati z 
estrogenskimi receptorji. Sintezo estrogenov uravnava encim aromataza, ki je odgovorna 
za zadnjo stopnjo v sintezi E2 (Cui in sod., 2013).  
 
Estrogeni so pomembni aktivatorji gena za PRL in proliferacijo laktotrofov, ter 
ohranjanje laktotrofov. Estrogeni inducirajo tudi nastanek oz. vplivajo na razvoj 
prolaktinoma pri vrsti podgan Rattus norvegicus (Binart, 2017; Spady in sod., 1999).  
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V adenohipofizi so izraženi trije receptorji za estrogen (ER): ER alfa (ERα) in ER beta 
(ERβ), ki sta z ligandom aktivirana jedrna transkripcijska faktorja; ter z G proteini 
sklopljen estrogenski receptor 1 (GPER1/GPR30), ki z veliko afiniteto veže E2 in sproži 
hitro signaliziranje. Receptorja ERα in ERβ se izražata tako v človeških, kot tudi v 
podganjih laktotrofih. Od z G proteini sklopljenih estrogenskih receptorjev so v podganji 
hipofizi prisotni receptorji GPR30, vendar ni znano,  ali se izražajo tudi v laktotrofih, tako 
tudi ni znano, ali E2 vpliva na laktotrofe tudi (neposredno) s hitrim signaliziranjem prek 
GPR30 ali zgolj (posredno), prek uravnavanja proteinske sinteze z delovanjem na ERα 
in/ali ERβ v celičnem jedru (Binart, 2017). 
 
V primerjavi s peptidnimi ali amidnimi hormoni, steroidni hormoni niso shranjeni v 
sekretornih veziklih preden se izločijo. Za te hormone sta sinteza in izločanje časovno 
zelo blizu povezana. Celice, ki izločajo steroidne hormone so sposobne hitrega odziva na 
povečano povpraševanje po hormonih. Delovanje steroidnih hormonov na tarčna tkiva je 
nadzorovano prek regulacije genske transkripcije, s čimer lahko povečajo proizvodnjo 
teh hormonov v nekaj urah ali dneh. Steroidni hormoni so slabo topni v vodi, zato se ob 
sprostitvi v krvni obtok vežejo na specifične proteine, ki jih transportirajo prek krvnega 
obtoka do tarčnih tkiv (Boron in Boulpaep, 2012). 
 
 
2.3 EKSOCITOZA 
 
Z eksocitozo, ki je zlitje med membrano veziklov in plazemsko membrano, se sproščajo 
nevrotransmiterji in peptidni hormoni (Gut in sod., 2001). Sinaptični prenos temelji na 
regulaciji zlitja membran na obeh straneh sinapse, vključno s presinaptično sprostitvijo 
nevrotransmiterjev, sprostitvijo nevropeptidov in transportom preko postsinaptičnih 
receptorjev. Regulacija zlitja membranskih veziklov omogoča spreminjanje moči 
sinaptične povezave v odzivu na specifične dražljaje (Dean in sod., 2009).  
 
Pri sproščanju snovi iz veziklov sodelujejo različni proteini kot je Munc 18-1, N-
etilamelamid senzitivni faktor (NSF), topni NSF vezani proteini (SNAP), SNAP 
receptorji (SNARE), sinaptobrevin (poznan tudi pod kratico VAMP, kar pomeni z vezikli 
povezan membranski protein), sintaksin-1 in SNAP-25, ter majhne GTPaze iz družine 
Rab3. Ti proteini z medsebojnim sodelovanjem tvorijo osnovo za: spajanje vezikla s 
celično membrano, zlitje vezikla s celično membrano in recikliranje vezikla. Pri 
uravnavanju sproščanja veziklov sodelujejo tudi drugi specializirani proteini, ki 
nadzorujejo različne korake, ki vodijo do eksocitoze (Rizo in Rosenmund, 2008; Südhof, 
2004). 
 
S pomočjo eksocitoze sinaptičnih veziklov na živčnih končičih se nevrotransmiterji 
sproščajo iz presinaptične aktivne cone. Akcijski potencial sproži odpiranje Ca2+ kanalov 
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pri čemer Ca2+ s pomočjo npr. sinaptotagmina I (SYT1) in kompleksinov sproži 
eksocitozo (Rizo in Rosenmund, 2008; Südhof, 2004). 
 
PRL se shranjuje v maturiranih sekretornih granulah dokler ne pride signal, ki sproži 
eksocitozo. Sekrecija PRL je nadzorovana s številnimi stimulatornimi in inhibitornimi 
signalnimi potmi znotraj laktotrofov, ki jih sprožijo hormoni ali pa nevrotransmiterji. Do 
sekrecije PRL pride po s Ca2+ sproženem zlitju gostih veziklov (ang.: dense core vesicles) 
s plazemsko membrano (Bauer in sod., 2004; Zorec in sod., 1991). 
 
 
2.3.1 Sinaptotagmini 
 
Sinaptotagmini so velika družina proteinov (do danes jih poznamo 17 vrst), ki spodbujajo 
zlitje membrane tako, da prodrejo skozi lipidni dvosloj in se vežejo na topne NSF (N-
etilmaleimid-senzitiven faktor) vezujoče beljakovinske receptorje (SNARE). Vezava s 
tem kompleksom je odvisna od Ca2+. Občutljivost na Ca2+ in kinetične interakcije SYT s 
SNARE in fosfolipidi se med izoformami sinaptotagminov razlikujejo. Vsi 
sinaptotagmini niso od Ca2+ odvisni regulatorji, ki prožijo eksocitozo, saj so med njimi 
tudi predstavniki, ki delujejo neodvisno od Ca2+ (Dean in sod., 2009; Johnson in sod., 
2010b; Zhang in sod., 2009). Te izoformne oblike lahko regulirajo membranski transport 
z inhibiranjem zlitja membran. Različne izoforme sinaptotagminov tako lahko 
potencialno izražajo različne funkcionalne lastnosti na sinapsah. (Dean in sod., 2009). 
Funkcija večine sinaptotagminov pri sproščanju sinaptičnih veziklov še ni znana ali pa 
variira glede na celični tip v katerem se izražajo (Johnson in sod., 2010).  
 
Sinaptotagmini so protein sinaptičnih veziklov z dvema D2 domenama, C2A in C2B 
domeni, ki sta podobni β-sendvič strukturam in lahko vežeta tri in dva Ca2+ iona, prek 
zank na vrhu sendvič struktur. Te zanke sodelujejo tudi pri vezavi fosfolipidov na obe C2 
domeni s pomočjo Ca2+. Mutacije znotraj sinaptotagminskih domen vplivajo na večjo ali 
manjšo občutljivost za Ca2+, kar posledično vpliva na sproščanje nevrotransmiterjev. 
Mutacije znotraj C2B domene na sproščanje veziklov vplivajo veliko bolj kot analogne 
mutacije znotraj  C2A domen, kar nakazuje, da je vezava Ca2+ na C2B domeno ključnega 
pomena (Rizo in Rosemund, 2008). 
 
SYT so izraženi v celicah različnih organov in tkiv, na primer v hipotalamusu, v vseh 
delih hipofize, otočkih in β-celicah trebušne slinavke. V adenohipofizi so odkrili, 
izražanje SYT 1, 3 in 4; v intermediji SYT 1, 3, 4, 7 in 9; v nevrohipofizi pa SYT 1 in 4 
(Moghadam in Jackson, 2013). 
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2.3.1.1 Sinaptotagmin IV 
 
Sinaptotagmin IV (SYT4) je gen zgodnjega odgovora, izražanje katerega se hitro poveča 
ob nevronski aktivnosti, kronični depolarizaciji nevronov, ter z nekaterimi psihoaktivnimi 
farmakološkimi sredstvi (Dean in sod., 2009; Arthur in sod., 2010; Zhang in sod., 2004). 
Pri ljudeh se zapis za SYT4 nahaja na 18. kromosomu, ki ga povezujemo s shizofrenijo 
in bipolarno motnjo (Arthur in sod., 2010). SYT4 ne veže Ca2+ ionov v C2A domeni, kot 
je to značilno za nekatere druge SYT (Johnson in sod., 2010a). 
 
SYT4 ima na na eni izmed C2 domen (Arthur in sod., 2010), kjer naj bi se sicer vezal 
Ca2+, aspartat zamenjan s serinom in tako lahko veže SNARE proteine tudi v odsotnosti 
Ca2+. SNARE veže z enako afiniteto neodvisno od prisotnosti Ca2+. Prav tako ne prodira 
v membrano kot odziv na prisotnost Ca2+ (Dean in sod., 2009). SYT4 ne veže Ca2+ in 
fosfolipidov (Arthur in sod., 2010; Glavan in sod., 2000).  SYT4 je negativni regulator 
eksocitoze in inhibira zlivanje membran, ki ga inducirajo druge SYT izoforme (Zhang in 
sod., 2011).  
 
 
2.4 6-HIDROKSIDOPAMINSKI MODEL (6-OHDA) PODGANJI MODEL ZA 
PARKINSONOVO BOLEZEN 
 
Parkinsonova bolezen (PB) je nevrodegenerativna bolezen, pri kateri pride do 
degeneracije dopaminergičnih nevronov v kompaktnem delu črne substance (lat. 
substantia nigra, pars compacta – SNpc), kar negativno vpliva na delovanje motoričnega 
sistema (Metz in sod., 2005). Za PB je značilna tudi prisotnost proteinskih agregatov, 
tako imenovanih Lewyjevih teles, v citoplazmi dopaminergičnih celic (Tieu, 2011). PB 
vpliva tudi na druga področja v centralnem živčnem sistemu (CŽS), med drugim tudi na 
hipotalamus (Tieu, 2011). V več študijah so namreč dokazali, da je pri PB dopaminski 
prenos lahko okvarjen tudi v hipotalamusu, kar bi lahko bil vzrok za avtonomne in 
endokrine abnormalne simptome pri tej bolezni (Politis in sod., 2008). Z vbrizgavanjem 
nevrotoksina 6-hidroksidopamina (6-OHDA) povzročimo deplecijo DA v striatumu in na 
ta način modeliramo skoraj popolno pomanjkanje DA v striatumu, ki je osrednja 
značilnost  PB. Ker 6-OHDA ne prehaja krvno-možganske pregrade, ga je potrebno 
injicirati stereotaksično neposredno v možgane (Torres in Dunnett, 2011). 6-OHDA 
injiciramo unilateralno, da na ta način vplivamo na motorične sposobnosti kontralateralne 
strani telesa, kar vključuje tudi uporabo sprednjih in zadnjih okončin, ter senzomotoričnih 
funkcij (Metz in sod., 2005). Živali po injiciranju 6-OHDA spontano rotirajo proti 
ipsilateralni strani in rotirajo v kontralateralno stran kadar jim dodamo dopaminske (DA) 
agoniste kot sta apomorfin ali L-DOPA oz. L-3,4-dihydroxifenilalanin (L-DOPA) (Metz 
et al., 2005). Metaboliziranje nevrotoksina v celici sproži nastanek toksičnih prostih 
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radikalov kar vodi v disfunkcije in kasneje povzroči apoptozo zaradi oksidativnega stresa 
(Torres in Dunnett, 2011).  
 
6-OHDA je hidroksiliran analog dopamina (Tieu, 2011). Aktivni transporterji dopamina 
(ang.: dopamine active transporter), ki so odgovorni za regulacijo oz. mehanizem 
privzema dopamina, selektivno privzamejo nevrotoksin 6-OHDA, ki se posledično 
skoncentrira v dopaminskih nevronih, ter  inducira selektivno degeneracijo v simpatičnih 
adrenergičnih živčnih končičih (Tieu, 2011; Torres in Dunnett, 2011). Opisana okvara 
DA nevronov je zelo selektivna in omejena zato ostane tuberoinfundibularni 
dopaminergični sistem pri modelnih podganah intakten. 
 
Glavni povod za pričetek zdravljenja PB z L-DOPA je bilo odkritje, da je DA 
nevrotransmiter, ki nadzoruje premikanje telesa in okončin (Ovallath in Sulthana, 2017). 
Na trgu je veliko terapij za dopaminergični sistem, ki lajšajo simptome PB. Med njimi so 
agonisti DA, zaviralci privzema DA, zaviralci MAO-B, vendar L-DOPA še zmeraj ostaja 
glavni način zdravljenja oz. lajšanja težav pri tej bolezni. Kljub začetnim pozitivnim 
učinkom zdravljenja bolnikov PB z L-DOPA, pa čez čas pride do zapletov pri motoriki. 
Težave z motoriko ob prejemanju L-DOPA se ponavadi pojavijo ob visokih odmerkih, v 
prvih petih do šestih mesecih od pričetka zdravljenja z L-DOPA. Dolgotrajna terapija z 
L-DOPA vodi v popuščanje začetnih dobrih odzivov telesa na terapijo, hkrati se pojavijo 
diskinezije, ki zaradi motorične nesposobnosti povzročajo poslabšanje kvalitete življenja 
(Brooks, 2008). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 KEMIKALIJE 
 
Preglednica 2: Kemikalije 
Kemikalije Proizvajalec 
KH2PO4 AnalaR, BDH Chemical Ltd. Anglija 
heparin CALbiochem 
ksilol, etanol, ocetna kislina  Carlo Erba 
Dako pen Dako 
Etanol Emsure 
NaHCO3 Fluka analytical 
metanol, K2HPO4, NaCl, natrijev acetat, Honeywell, Riedel de Haen, Nemčija 
Na-citrat Kemika, Zagreb, Jugoslavija 
30% vodikovperoksid Merck 
oslovski serum Merck Millipore 
izotop 35 (5'-[α-35S]dATP) Perkin Elmer 
TDT pufer in encim Promega 
goveji serumski albumin, DPX mountant, Trizma hydrocloride,  
NaH2PO4, Na2HPO4, imidazol, CaCl2, Na-tolsulfat 
pentahidrat, paraformaldehid, KCl, DAB, Triton X-100, 
RNaseZAP, DEPC, formamid, HCl, kloroform-izoamil 
alkohol, Sudan črnilo, konjski in kozji serum, Sephadex G-50, 
Mayer hematoksilin, Na pirofosfat, 50x Denhardt raztopina, 
kislo-bazična, hidrolizirana lososova sperma, poliadinelična 
kislina, dekstranov sulfat, DTT 
Sigma-Aldrich 
ProLong® Gold Antifade Mountant Thermo Fisher Scientific 
 
 
3.2 RAZTOPINE IN PUFRI 
 
Preglednica 3: Raztopine in pufri 
Pufer/raztopina Sestavine 
Acetat imidazol pufer Na-acetat, imidazol; pH=7,2 
DAB raztopina za obarvanje TBS, DAB, 30% H2O2 
Hibridizacijski pufer  
 
100% deioniziran formamid, 20x SSC, Na pirofosfat, Na fosfat (pH=7), 
50x Denhardt raztopina, kislo-bazična hidrolizirana lososova sperma, 
poliadinelična kislina, heparin, dekstranov sulfat, DEPC voda 
KPBS pufer  H2PO4, KH2PO4, NaCl; pH=7,2-7,4 
SSC pufer NaCl, Na citrat, MiliQ voda, pH=7 
Sudan črno barvilo Sudan black, 70-odstotni etanol 
TBS pufer  Tris-HCl, NaCl; pH=7,5 
TENS pufer NaCl, Tris (pH=7,5), EDTA (pH=8), 10% SDS, DEPC voda 
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3.3 LABORATORIJSKA OPREMA 
 
Preglednica 4: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
brizge za Sephadex Artsana 
Scintilator LS 6500 Beckman Coulter 
Parafilm Bemis 
Grelni blok  Bio TDB-100 Biosan 
zamrzovalnik Bosch in Liebherr 
Avtomatske pipete, nastavki Eppendorf 
Centrifuga, nastavki GmCLab, Gilson 
Mešalnik Hanna instruments 
Kopelna komora HS-B 20 Ika labortechnik 
Digestorij Kottermann 
kriostat Leica CM 1950, Wetzlar, 
Nemčija 
filtrirni papir Marcherey-Nagel 
pH /ion merilec, tehtnica Mettler Toledo 
Merilec radioaktivnosti Mini Instruments ltd., Morgan 
Falkonke, nastavki Sarstedt 
Steklovina Schott Duran 
Vibracijski mešalnik; centrifuga LC-243; toplotna komora za 
inkubacijo; 
Tehtnica, Slovenija 
Pipete Thermo Fischer 
 
 
3.4 EKSPERIMENTALNE ŽIVALI 
 
V poskusu so v okviru projekta raziskav neželenih učinkov L-DOPA na 
hemiparkinsonskem podganjem modelu uporabili podganje samice vrste Rattus 
norvegicus, linije Wistar (Medicinski eksperimentalni center, Medicinska fakulteta, 
Univerza v Ljubljani). Živali so ob začetku poskusa tehtale 200-300 g. Tekom poskusa 
so bile živali nameščene v kletkah v klimatiziranem hlevu, pri konstantni temperaturi (20-
24°C) in 12 urnem dnevno-nočnem ciklu. Na voljo so imele vodo in hrano ad libitum. 
Ker nekatere standardne mešanice hrane za laboratorijske glodavce vsebujejo 
fitoestrogene, so jih od začetka poskusa naprej hranili s posebno mešanico brez 
fitoestrogenov (Teklad Global rodent diet 2014, Envigo, Huntigon, Anglija).  
 
Do konca tega poglavja bom opisovala postopek, ki so ga izvajali člani Laboratorija za 
možgane na Inštitutu za patofiziologijo. Postopke bom opisovala v množini.  
Vse podganje samice smo ovariektomirali z dorzolateralnim pristopom. Čez dva tedna so 
v istem posegu stereotaktično injicirali 6-OHDA v možgane in za tem v podkožje vstavili 
estradiolske ali prazne implantate. Dva tedna kasneje smo injicirali L-DOPA (L-3,4-
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dihidroksifenilalanin) in periferni inhibitor DOPA dekarboxilaze benserazid, da smo 
preverili kroženje živali (potrditev lezije). Naslednja dva tedna smo podganam 
vsakodnevno injicirali L-DOPA in benserazid v odmerkih 4,77 mg/kg TT in 15 mg/kg 
TT, kontrolnim živalim pa smo injicirali le fiziološko raztopino v odmerku 2 ml/kg TT. 
Tri dni kasneje smo živali žrtvovali. Kot metodo evtanazije smo uporabili usmrtitev s 
CO2. Takoj po usmrtitvi smo hipofize izolirali ter jih hitro zamrznili na suhem ledu. Tako 
zamrznjene hipofize smo na kriostatu (Leica CM1950, Wetzlar, Nemčija) narezali na 10 
µm debele rezine in shranili v zamrzovalniku na -20°C. Vse hipofize smo rezali na enak 
način, koronalne rezine od anteriornega proti posteriornemu delu. Na vsako stekelce smo 
narezali rezine iz vseh delov hipofize. Za poskuse smo uporabili 4 živali za posamezen 
tretma. Imeli smo 4 tretmaje, kar je skupno 16 živali. Živali v prvi skupini so prejemale 
L-DOPA in estradiolske vsadke, v drugi skupini so prejemale samo L-DOPA, živalim 
tretje skupine smo dali estradiolske vsadke, živali zadnje skupine niso prejemale 
nobenega tretmaja.  Takoj po dekapitaciji smo podgani odprli še prsni koš in odstranili 
osrčnik. Z brizgo smo izsesali kri iz srca. Kri smo pustili na sobni temperaturi 15 minut. 
Nato smo odvzeto kri centrifugirali na sobni temperaturi 10 minut s hitrostjo 4000 
obratov/min. Dobljeni serum smo alikvotirali in shranili na -20 °C, kri pa poslali na 
testiranje za koncentracijo estradiola in prolaktina v serumu.  
 
Estradiolske vsadke smo pripravili v sterilnem okolju. Silikonsko cevko (Silastic 
laboratory tubing, 1,47mm x 1,96mm, Dow Corning Corporation, ZDA) smo narezali na 
1 cm dolge kose in jih na eni strani začepili s silikonskim gelom (Medical Adhesive A-
100, Factor II, Inc., ZDA). Cevke smo nato napolnili s 5 mg estradiol benzoata (beta- 
estradiol 3- benzoat, Sigma-E8515, Merck, Nemčija) ali pa jih pustili prazne, ter jih še na 
drugem koncu začepili s silikonskim gelom. Vsadke smo dan pred vsaditvijo čez noč 
pustili v sterilni fiziološki raztopini. Vsadke smo podganam vstavili v podkožje na vratu 
dorzalno.  
 
 
3.5 FLUORESCENTNA IMUNOHISTOKEMIČNA LOKALIZACIJA 
SINAPTOTAGMINA IV IN PROLAKTINA V REZINAH HIPOFIZE 
 
Zamrznjene rezine hipofize na predmetnih steklih smo najprej fiksirali v mrzlem 
metanolu (-20 °C) za 20 minut. Po enournem blokiranju v KPBS z 1-odstotnim govejim 
serumskim albuminom (BSA, Sigma), 0,4-odstotnim Triton x-100 (Sigma Aldrich) in 4-
odstotnim serumom brez protiteles (Sigma Aldrich in Merck Millipore) smo rezine 
hipofiz inkubirali preko noči pri 4 °C v enaki mešanici le, da smo pri tej dodali 1-odstotni 
serum brez protiteles, ter redčena specifična primarna protitelesa (Immuno-Biological 
Laboratories; Termo Fisher Scientific). Naslednji dan smo rezine hipofize inkubirali s 
sekundarnimi protitelesi konjugiranimi s fluorokromi različnih valovnih dolžin 
(AlexaFluor, Molecular probes). Uporabljena primarna in sekundarna protitelesa so 
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navedena v Preglednica 5. Inkubaciji s sekundarnimi protitelesi je sledilo barvanje z 0,2-
odstotno raztopino barvila Sudan Black B (Sigma-Aldrich) v 70-odstotnem etanolu pri 
sobni temperaturi za 5 minut. Rezine hipofize smo nato prekrili z medijem ProLong® 
Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific) in jih pokrili s krovnimi stekelci. 
S protitelesi smo označevali po en protein naenkrat (zaporedno imunofluorescentno 
označevanje), kar pomeni, da smo najprej označili en protein, ter za tem še drugi protein 
z zanj specifičnim primarnim in sekundarnim protitelesom. Negativne kontrole rezin 
hipofize smo inkubirali v prej opisani raztopini, vendar brez primarnih protiteles. 
 
Tako pripravljene preparate imunofluorescenčnih barvanj smo pregledovali in slikali z 
mikroskopom AxioImager.Z1 z dodatkom ApoTome (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, 
Heidelberg, Nemčija). Fluorescentni mirkroskop z dodatkom ApoTome lahko zajema 
svetlobo iz posamezne optične rezine. 
 
 
Preglednica 5: Primarna in sekundarna protitelesa uporabljena pri imunofluorescentnem dokazovanju 
proteinov v rezinah hipofize. 
Primarno protitelo in razredčitev Sekundarno protitelo in razredčitev 
Kunčje poliklonalno protitelo proti 
sinaptotagminu IV 
(Immuno-Biological Laboratories) 
1:75 
Kozje protitelo, ki prepozna kunčje antigene, 
konjugirano z AlexaFluor AF448  
(Molecular Probes) 
1:500 
Mišje mono-klonalno protitelo proti prolaktinu 
(Thermo Fisher) 
1:300 
Oslovsko protitelo, ki prepozna mišje antigene, 
konjugirano z AlexaFluor AF555 
(Molecular probes) 
1:500 
 
 
3.6 KROMOGENA IMUNOHISTOKEMIČNA LOKALIZACIJA 
SINAPTOTAGMINA IV IN PROLAKTINA V REZINAH HIPOFIZE 
 
Postopek kromogenega označevanja antigenov v hipofizi je v prvem delu enak 
fluorescentni imunohistokemiji (glej poglavje 3.5). Za razliko od fluorescentne 
imunohistokemije, smo pri kromogeni rezine hipofize fiksirali v mrzlem metanolu (-20 
°C) za 5 minut, za tem pa še 15 minut v mrzlem (-20 °C) metanolu (Honeywell) z 1% 
H2O2 (Merck). Namesto sekundarnih protiteles, konjugiranih s fluorokromi različnih 
valovnih dolžin, smo pri kromogeni imunohistokemiji uporabili biotinilirana sekundarna 
protitelesa (Vector Laboratories). Primarna in sekundarna protitelesa so navedena v 
preglednici 6. Inkubaciji rezin hipofize s sekundarnimi protitelesi je sledila vizualizacija 
mesta vezave sekundarnih protiteles s kompletom ABC (Vectastain elite ABC HRP kit, 
Vector Laboratories) 30 minut na sobni temperaturi. ABC komplet vsebuje avidin-
biotinski kompleks na katerega je vezanih več hrenovih peroksidaz. Po 10 minutni 
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inkubaciji s substratom encima hrenove peroksidaze (HRP) 3'3-diaminobenzidom (DAB, 
Aldrich Chemicals, Milwaukee, Winsconsin, ZDA) je na mestu vezave primarnega 
protitelesa, na katerega se je vezalo sekundarno protitelo, nastala rjava oborina. Po 
obarvanju struktur v hipofizah smo rezine dehidrirali z naraščajočo koncentracijo 
etanolov (95-, 100-odstotni etanol) in zbistrili v ksilolu (Carlo Erba reagents), ter jih 
pokrili s hidrofobnim pokrivnim medijem DPX medijem (Sigma). Negativne kontrole 
rezin hipofize smo inkubirali v KPBS z 1-odstotnim govejim serumskim albuminom 
(BSA, Sigma), 0,4-odstotnim Triton x-100 (Sigma Aldrich) in 1-odstotnim serumom brez 
specifičnih primarnih protiteles, ostali del postopka je bil enak. 
 
 
Preglednica 6: Primarna in sekundarna protitelesa uporabljena pri kromogenem dokazovanju proteinov v 
rezinah hipofize. 
Primarno protitelo in razredčitev Sekundarno protitelo in razredčitev 
Kunčje poliklonalno protitelo proti 
sinaptotagminu IV 
(Immuno-Biological Laboratories) 
1:50 
Kozje protitelo, ki prepozna kunčje antigene, 
konjugirano z biotinom  
(Vector Laboratories) 
1:500 
Mišje poli-/mono-klonalno protitelo proti 
prolaktinu 
(Termo Fischer) 
1:300 
Konjsko protitelo, ki prepozna mišje antigene, 
konjugirano z biotinom 
(Vector Laboratories) 
1:500 
 
 
3.7 DVOJNA KROMOGENA IMUNOHISTOKEMIČNA LOKALIZACIJA 
SINAPTOTAGMINA IV IN PROLAKTINA V REZINAH HIPOFIZE 
 
Začetek metode in fiksacija sta enaki kot je opisano v poglavju 3.6. Dvojno kromogeno 
označevanje proteinov v hipofizi je trajalo 3 dni. Uporabili smo dva različna ABC 
kompleta; enega z encimom hrenova peroksidaza (HRP) (Vectastain elite ABC HRP kit, 
Vector Laboratories) in drugega z encimom alkalna fosfataza (AP) (Vectastain elite ABC 
AP kit, Vector Laboratories). Kot substrat za HRP smo uporabili 3'3-diaminobenzidin 
(DAB, Aldrich Chemicals, Milwaukee, Winsconsin, ZDA), ki da rjavo oborino, kot 
substrat za AP pa smo uporabili 5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfat/nitroblue tetrazolium 
(BCIP/NBT, Vector Laboratories), ki da vijoličasto oborino. Proteina smo označevali 
enega za drugim. Preizkusili smo vse 4 možne kombinacije dvojnega kromogenega 
označevanja SYT4 in PRL glede na vrstni red označevanja in glede na kombinacijo 
protein-encim/substrat. Prvi dan smo rezine fiksirali, blokirali, ter jim dodali primarna 
protitelesa za SYT4 oz. PRL. Naslednji dan smo dodali sekundarna protitelesa za SYT4 
oz. PRL in vizualizirali mesta vezave sekundarnih protiteles s kompletoma ABC 30 minut 
na sobni temperaturi. ABC kompleta vsebujeta avidin-biotinski kompleks na katerega je 
vezan bodisi encim HRP ali pa AP. Po 10 minutni inkubaciji s substratom encima HRP, 
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DAB-om, je na mestu vezave primarnega protitelesa, na katerega se je vezalo sekundarno 
protitelo, nastala rjava oborina. Po pol urni inkubaciji s substratom encima AP,  
BCIP/NBT, pa je na mestu vezave primarnega protitelesa, na katerega se je vezalo 
sekundarno protitelo, nastala vijolična oborina. Še isti dan smo rezine ponovno blokirali 
v serumu, primernem glede na izbor drugega primarnega protitelesa in jih čez noč 
inkubirali v mešanici s primarnimi protitelesi. Zadnji dan smo znova dodali biotinilirana 
sekundarna protitelesa in vizualizirali mesta vezave sekundarnih protiteles s kompletoma 
ABC, kot je opisano zgoraj. Po obarvanju struktur v hipofizah smo rezine dehidrirali z 
naraščajočo koncentracijo etanolov (95-, 100-odstotni etanol) in zbistrili v ksilolu (Carlo 
Erba reagents), ter jih pokrili s hidrofobnim pokrivnim medijem DPX medijem (Sigma). 
Negativne kontrole rezin hipofize smo inkubirali brez primarnih protiteles, kot je opisano 
v poglavju  3.6.  
 
 
3.8 RADIOAKTIVNA IN SITU HIBRIDIZACIJA SINAPTOTAGMINA IV V 
REZINAH HIPOFIZE 
 
Z radioaktivno in situ hibridizacijo smo označevali mRNA, ki zapisuje podganji protein 
SYT4. Zapis za mRNA SYT4 je dolg 3877 baznih parov. Uporabili smo 45 baznih parov 
dolgo ssDNA oligonukleotidno sondo (uporabili smo zaporedje med 1082–1126 baznimi 
pari, sekvenco 5'-CAG AGG GAG ACC AGA AGT TCA CCC CGT CCA GAA GAC 
TTC TTA GCA-3'), ki smo jo na 3'-OH koncu označili z radioaktivnim žveplovim 
izotopom S35 ob pomoči encima terminalna deoksinukleotidil transferaza (TDT).   
Vsi pripomočki in raztopine so avtoklavirani ali žarjeni na 180 °C za 4 ure. Pred 
radioaktivnim označevanjem oligonukleotidnih sond z radioaktivnim žveplovim 
izotopom 35 (5'-[α-35S]dATP) (Perkin Elmer) smo pripravili kolone za purifikacijo sond 
iz Sephadexa (Sephadex G-50, Sigma) in TENS pufra. Za radioaktivno označevanje smo 
porabili 45 baznih parov dolgo oligonukleotidno sondo pripravljeno za označevanje 
mRNA SYT4. Reakcijsko mešanico smo pripravili iz 5x TDT pufra, oligonukleotidne 
sonde, DEPC vode in encima TDT, ter jo inkubirali eno uro pri 37 °C. Za ustavitev 
reakcije v reakcijski mešanici smo za tem dodali hladno DEPC vodo, čemur je sledilo 
čiščenje sond v prej pripravljeni Sephadex koloni, ki smo jo centrifugirali 2 minuti na 
2000 obratih. Eluatu smo nato dodali 1M ditiotreitol (DTT), ki prepreči prečno 
povezovanje med repi olignukleotidnih sond. Radioaktivnost označenih sond smo merili 
v scintilacijskem števcu pri čemer je morala biti radioaktivnost 1μl vzorca med 45 000 in 
200 000 dpm/μl. 
 
Rezine zmrznjenih hipofiz smo fiksirali 10 minut v 4-odstotnem formaldehidu v PBS 
pufru in DEPC vodi, dva krat po 1 minuto v 1x PBS v DEPC vodi, 5 minut v 70-odstotnem 
etanolu v DEPC vodi in še v 95-odstotnem etanolu v katerem smo vzorce hranili v 
hladilniku pri 4 °C vse do hibridizacije.  
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Hibridizacijsko mešanico smo pripravili tako, da je bila koncentracija označene sonde v 
hibiridizacijskem pufru, kateremu smo dodali DTT, enaka 1pg/μl. Mešanico smo preko 
noči inkubirali pri 42 °C. Po hibridizaciji smo vzorce spirali 30 minut v 1x SSC in 1-
odstotnem Na-Tiosulfatu pri sobni temperaturi, čemur je sledilo enourno spiranje v enaki 
mešanici pri 55 °C. Za tem je sledilo 2 sekundno spiranje v 1x SSC, 2 sekundi v 0,1x 
SSC, 2 sekundi v 70-odstotnem etanolu, ter 2 sekundi v 95-odstotnem etanolu. Kontrola 
za označevanje z radioaktivnim žveplom je bila zgoraj opisana pripravljena 
hibridizacijska mešanica, kateri smo dodali 20-kratni presežek neoznačene mRNA sonde 
SYT4, glede na že prej dodano označeno sondo v mešanici. 
 
Mesto vezave radioaktivno označene oligonukleotidne sonde smo vizualizirali z 
autoradiografskim filmom (Carestream). Avtoradiografski film smo v temi pustili 
razvijati eno uro. Radiografski film smo razvili s 5 minutnim namakanjem v raztopini 
razvijalca (Sigma), 30 sekundnim spiranjem v vodi, ter 8 minutnim namakanjem v 
raztopini fiksirja (Sigma). Po fiksaciji smo filme še enkrat sprali v vodi in  posušili na 
zraku. 
 
 
3.9 NERADIOAKTIVNA IN SITU HIBRIDIZACIJA SINAPTOTAGMINA IV V 
REZINAH HIPOFIZE 
 
3.9.1 Označevanje mRNA sinaptotagmina IV z biotinom 
 
Namesto označevanja oligonukleotidov z radioaktivnim žveplom, smo ssDNA sonde 
SYT4 označili tudi z biotinom. Pri označevanju z biotinom smo uporabili enako sondo 
kot pri radioaktivni in situ hibridizaciji (opisano v poglavju 3.8). Uporabili smo Pierce™ 
Biotin 3' End DNA Labeling Kit (Thermo Scientific), in Biodyne™ B Nylon Membrane 
(Thermo Scientific). Pri označevanju smo uporabili protokol Biotin 3' End DNA Labeling 
kit, ki je del kupljenega kompleta. Za označevanje mRNA 3'-OH koncev smo sledili 
navodilom pod poglavjem Proces označevanja (ang.: Labeling procedure). Detekcijo in 
analizo uspešnosti označevanja z biotinom smo izvedli po protokolu v Chemiluminescent 
Nucleic Acid Detection Module Kit-u (Thermo Fisher Scientific). Za določevanje 
učinkovitosti označevanja sonde z biotinom smo uporabili tehniko dot blot z ročnim 
nanosom. UV prečno povezovanje smo izvedli na transiluminatorju LKB 201 Macrovue 
(UVP Inc.).  
 
Za preverjanje uspešnosti vezave smo označili še sondo, ki je bila priložena kompletu kot 
neoznačena in primerna za preverjanje uspešnosti vezave biotina, ter sondo tirozin 
hidroksilaze. 
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Slika 1: Dot blot - preverjanje uspešnosti vezave biotina na ssDNA sondo SYT4.  
Prvih pet stolpcev označenih 100, 75, 50, 25 in 0 so standardi za primerjavo jakosti označene 
oligonukleotidne sonde z biotinom. V sedmem stolpcu označenim s syt4 lahko vidimo, da je jakost vezave 
biotina v primerjavi s standardi približno med 50 in 75. 
 
 
3.9.2 In situ hibridizacija sinaptotagmina IV z biotinom označenimi sondami 
 
Vse pripomočke in raztopine smo avtoklavirali ali žarili 4 ure na 180 °C.  
Rezine zmrznjenih hipofiz smo tako kot pri radioaktivni in situ hibridizaciji fiksirali 10 
minut v 4-odstotnem formaldehidu v PBS pufru in DEPC vodi, dva krat po 1 minuto v 1x 
PBS v DEPC vodi, 5 minut v 70-odstotnem etanolu v DEPC vodi in še v 95-odstotnem 
etanolu v katerem smo vzorce hranili v hladilniku pri 4 °C vse do hibridizacije.  
 
Hibridizacijsko mešanico smo pripravili tako, da je bila koncentracija označene sonde v 
hibiridizacijskem pufru, kateremu smo dodali DTT, enaka 1pg/μl, ter jo takoj aplicirali 
na rezine. Mešanico smo preko noči inkubirali pri 42 °C.  
 
Po hibridizaciji smo vzorce spirali 30 minut v 1x SSC in 1-odstotnem Na-Tiolsulfatu pri 
sobni temperaturi, čemur je sledilo enourno spiranje v enaki mešanici pri 55 °C. Za tem 
so sledila 2 sekundna spiranja vzorcev v 1x SSC, 0,1x SSC, 70-odstotnem etanolu, ter 
95-odstotnem etanolu.  
 
Kontrola za označevanje je bila zgoraj opisana pripravljena hibridizacijska mešanica brez 
z biotinom označenih ssDNA sond, kateri smo dodali neoznačene ssDNA sonde SYT4. 
 
Za vizualizacijo SYT4 mRNA smo uporabili sekundarna protitelesa, ki se vežejo na z 
biotinom označena zaporedja sond. Za vizualizacijo mest vezave biotina smo uporabili 
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komplet ABC-AP (Vectastain Standard ABC-AP kit, Vector Laboratories), ter rezine 
hipofiz inkubirali 30 minut na sobni temperaturi. ABC-AP komplet vsebuje avidin-
biotinski kompleks na katerega je vezana alkalna fosfataza (AP). Po pol urni inkubaciji s 
substratom encima alkalne fosfataze BCIP/NBT (5-bromo-4-kloro-3-indolil 
fosfat/nitroblue tetrazolium; Vector Laboratories) smo na mestu vezave ssDNA, 
označene z biotinom, pričakovali vijolično oborino, vendar je bilo obarvanje v našem 
primeru neuspešno. Pri enem eksperimentu smo uporabili tudi ssDNA oligonukleotidno 
sondo tirozin hidroksilaze (TH), ki se nahaja v substancii nigri (SN). Z biotinom in ABC-
AP kitom ter BCIP/NBT substratom smo vizualizirali TH v SN, a le, ko so bili vzorci  
izpostavljeni substratu BCIP/NBT približno dva dneva. Ko pa smo vzorce dehidrirali z 
naraščajočo koncentracijo etanolov (95-, 100-odstotni etanol) in z bistrili v ksilolu (Carlo 
Erba reagents), ter jih pokrili s hidrofobnim pokrivnim medijem DPX (Sigma), je 
vijolična oborina v SN zbledela. 
 
 
Spremembe parametrov pri neradioaktivni in situ hibridizaciji sinaptotagmina IV z 
biotinom označenimi sondami 
 
Pri nadaljnjih poskusih optimizacije te metode smo ohranili vse prej naštete stopnje 
postopka in zvišali koncentracije označenih oligonukleotidov v mešanici za hibridizacijo. 
V enem izmed naslednjih eksperimentov smo vse prej naštete korake ohranili, dvignili 
smo le temperaturo inkubacije preko noči na 55 °C. V zadnjem eksperimentu smo ohranili 
vse predhodne korake, le da smo zaradi predvidevanj, da so morda rezine hipofiz 
predebele za vizualizacijo z NCIP/NBT substratom, rezine po fiksaciji  tretirali s 
proteinazo K (Ambion Inc.). 
 
 
3.10 MERJENJE IN ANALIZA POVRŠINE PREREZOV HIPOFIZ 
 
Zaradi fizičnih sprememb v velikosti hipofiz, ki so bile izpostavljene štirim različnim 
tretmajem (L-DOPA in E2, L-DOPA, E2 in brez tretmaja) smo izmerili maksimalno 
površino koronalnega prereza posamezne hipofize, kar smo uporabili kot oceno dejanske 
velikosti hipofiz. Na posameznem stekelcu smo imeli prereze različnih delov hipofize iste 
živali. Na vsakem stekelcu smo izbrali pet največjih prerezov hipofize, ter izmerili 
njihovo površino. Za statistično obdelavo, smo uporabili največjo izmerjeno vrednost za 
posamezno žival, ter izračunali povprečje štirih največjih hipofiz živali glede na tretma. 
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3.10.1 Zajemanje in analiza slik površine prerezov rezin hipofiz 
 
Rezine hipofiz smo posneli s pomočjo kamere Photometrics CoolSNAP™ cf 
(Photometrics, Tuscon, Arizona, ZDA) tako, da smo objektna stekla s hipofizami položili 
na negatoskop/transiluminator (Northern Light model B90, Imaging research inc.), ki jih 
je presvetlil z belo svetlobo. Slike hipofiz smo nato analizirali s programom za analizo 
slike MCID (MCID Elite 6.0, Imaging Research, St. Catherines, Ontario, Canada). Pred 
pričetkom zajema slike in analiziranja tako pridobljenih podatkov, smo v programu za 
analizo slike MCID umerili vidno polje v mm. Slike vseh hipofiz so bile zajete ob enakih 
svetlobih razmerah, ter nastavitvah objektiva in zaslonke. 
 
Ob zajemu slik je program zmanjšal vplive elektronskega šuma, ki sta ga generirala 
kamera in zajemalnik, ter opravil korekcijo nehomogenosti ozadja svetlobnega vira (ang. 
shading correction). 
 
 
3.11 ANALIZA IMUNOHISTOKEMIČNEGA SIGNALA V REZINAH HIPOFIZ 
 
Z imunohistokemičnim označevanjem SYT4 in PRL v zmrznjenih hipofizah živali, 
tretiranih s 6-OHDA, smo ugotavljali vpliv estradiola in L-DOPA na spremembe v njuni 
sintezi. Vse rezine zamrznjenih hipofiz katerih imunoreaktivni signal smo preučevali, 
smo imunohistokemijsko označili istočasno, da smo s tem zagotovili enakomerne 
poskusne pogoje. To pomeni, da smo vse rezine hipofiz istočasno izpostavljali istim 
reagentom in jih inkubirali pod enakimi pogoji. Pri eni seriji 16 stekelc hipofiznih rezin 
z različnimi tretmaji smo vizualizirali SYT4, pri drugi seriji pa PRL. 
 
 
3.11.1 Zajemanje in analiza slik imunohistokemičnega signala v rezinah hipofiz 
 
Rezine hipofiz z imunohistokemično označenima SYT4 ali PRL smo posneli pod 
mikroskopom Olympus IX81 (Olympus - Life Science Solutions), s kamero Olypus IX 
DP71 (Olympus - Life Science Solutions). Vse posnetke smo naredili pri 60-kratni 
povečavi mikroskopa, pri enakih svetlobnih pogojih in nastavitvah objektiva ter zaslonke. 
Posnetke smo analizirali s programom za analizo slike MCID (MCID Elite 6.0, Imaging 
Research, St. Catherines, Ontario, Canada). Program je posnetke ob uvozu digitaliziral v 
24-bitno barvno sliko. 
 
Vsebnost proteina SYT4 ali PRL v rezinah hipofiz smo izmerili tako, da smo glede na 
pridobljene slike za primerjavo določili spodnjo vrednost intenzitete obarvanja, ki ga je 
program še zaznal kot signal določenega proteina (SYT4 oz. PRL). Pri posamezni živali 
smo naredili 10 posnetkov na naključno izbranih lokacijah, na treh različnih rezinah 
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hipofize. Vrednosti pod omenjeno mejo so bile na podlagi kontrolnih stekelc definirane 
kot ozadje. Program je glede na določeno mejno vrednost podal kot rezultat relativno in 
absolutno površino, kjer je bil prisoten signal proteina. 
 
 
3.12 STATISTIKA 
 
Za statistično obdelavo in analizo podatkov smo uporabili program SPSS (IBM SPSS® 
Statistics Data Editor 25.0). Za podatke količine E2 in PRL v krvi smo uporabili t-test za 
neodvisne vzorce. Razlike v velikosti hipofiz in odstotku površine rezin hipofiz, pri 
katerem je prišlo do izražanja SYT4 in/ali PRL, smo ugotavljali z dvosmernim testom 
ANOVA. Kot statistično značilne razlike smo določili tiste, pri katerih je bila vrednost P 
(verjetnost, da med rezinami ni razlik) manjša ali enaka 0,05. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 HIPOFIZE ŽIVALI, TRETIRANIH Z ESTRADIOLOM, SO VEČJE OD 
HIPOFIZ ŽIVALI, KI GA NISO PREJEMALE 
  
Izmerili in analizirali smo, kako so posamezni tretmaji (glej poglavje 3.4) vplivali na 
velikost površine koronalnega prereza posamezne hipofize. Kot merilo za velikost 
hipofize smo uporabili maksimalno površino koronalnega prereza posameznih hipofiz 
živali, ter s temi podatki za vsak tretma izračunali povprečje. Velikost površin smo izrazili 
v mm2. 
 
Slika 2 prikazuje povprečne velikosti hipofiz glede na posamezen tretma. Hipofize živali, 
ki so prejemale le E2, so bile največje (prolaktinomi), in so približno enkrat večje od 
hipofiz, ki so hkrati z E2 prejemale tudi L-DOPA. Kar verjetno nakazuje na to, da 
prisotnost L-DOPA zavira nastanek prolaktinoma. Pri hipofizah živali, ki niso prejemale 
E2, se na večini rezin enostavno razloči vse tri dele hipofize, medtem ko sta pri hipofizah 
živali, ki so prejemale E2, intermedija in nevrohipofiza morfološko redko vidni na 
rezinah, saj sta stisnjeni in relativno majhni. Hipofize živali, ki so prejemale E2, so že na 
pogled večje od hipofiz živali, ki niso prejemale E2. Zaradi velikosti površine 
koronalnega prereza smo predvidevali, da so hipofize živali, ki so prejemale E2, 
prolaktinomi. 
 
Povprečna velikost hipofiz prvega tretmaja (L-DOPA + E2) je 15,1 ± 1,8 mm2 (povprečna 
vrednost ± standardna napaka (SE). Povprečna velikost drugega tretmaja skupine hipofiz 
(L-DOPA) je 10,2 ± 1,1 mm2. Pri tretji skupini tretmaja (E2) so hipofize povprečne 
velikosti 30,4 ± 2,7 mm2. Pri zadnji skupini, ki ni prejemala nobenega tretmaja, so 
hipofize v povprečju velike 8,9 ± 0,5 mm2. 
 
Analiza tretmajev je pokazala statistično značilen učinek L-DOPA (P = 0,002) in E2 (P 
< 0,001) na velikosti hipofiz živali. Dodatno je pokazala še, da oba tretmaja statistično 
značilno sovpadata (P = 0,0005). Do statistično značilne razlike (P < 0,001) je prišlo, ko 
so živali prejemale E2, ne glede na prejemanje L-DOPA, v primerjavi z živalmi, ki E2 
niso prejemale; takrat razlika ni bila statistično značilna (P = 0,614). Kadar živali niso 
prejemale L-DOPA, je bila razlika statistično značilna (P < 0,001), v primerjavi z živalmi, 
ki so prejemale L-DOPA, takrat razlika ni statistično značilna (P = 0,07). 
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Slika 2: Velikosti hipofiz glede na tretma posamezne skupine živali (n=4). 
Prikazana so povprečja največjih površin koronalnega prereza hipofiz pri posameznih tretmajih. Največje 
hipofize so imele živali, ki so prejemale le E2. Vsi tretmaji so med seboj statistično značilno različni (*P < 
0,05). 
 
 
 
Slika 3: Vpliv interakcije med tretmaji L-DOPA in E2 na velikost hipofize.  
Graf prikazuje vpliv prisotnosti ali odsotnosti E2 na velikost hipofiz ob prisotnosti ali odsotnosti L-DOPA. 
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4.2 VEČ SINAPTOTAGMINA IV SE SINTETIZIRA V HIPOFIZAH PODGAN, 
TRETIRANIH Z ESTRADIOLOM 
 
V rezinah podganjih hipofiz živali, ki so bile obdelane s štirimi različnimi tretmaji (glej 
poglavje 3.4), smo z imunohistokemijskim označevanjem ugotavljali količino izraženega 
SYT4 (Slika 4). Z merjenjem relativne površine rezine hipofize, na kateri se pojavlja 
imunohistokemični signal SYT4, smo analizirali razlike v količini SYT4 v 
adenohipofizah glede na tretma živali. 
 
Na sliki 5 prvi stolpec živali, ki so prejemale L-DOPA in E2, izraža 18,8 ± 4,4 % 
(povprečna vrednost ± standardna napaka (SE)) odstotek površine na rezinah 
adenohipofiz, kjer je prišlo do izražanja SYT4. Drugi stolpec živali, ki so prejemale L-
DOPA je bilo izraženega 6,8 ± 1,7 % SYT4. Pri tretji skupini (E2) je bilo izraženega 14,1 
± 3,1 % SYT4. Pri zadnji skupini, ki ni prejemala nobenega tretmaja je povprečen 
odstotek površine SYT4 12,4 ± 1,6 %. 
 
Analiza imunoreaktivnega signala SYT4 (slika 5) v adenohipofizah živali je pokazala, da 
se raven SYT4 statistično značilno (P = 0,038) razlikuje, kadar so živali prejemale E2 v 
primerjavi z živalmi, ki E2 niso prejemale. Ob prisotnosti E2 je prišlo do  povečanega 
izražanja SYT4, medtem ko je ob odsotnosti E2 prišlo do zmanjšanega izražanje SYT4 v 
adenohipofizah podgan. Prejemanje L-DOPA ni statistično značilno (P = 0,876) vplivalo 
na izražanje SYT4. Tretmaja nista statistično značilno sovpadala (P = 0,107). 
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Slika 4: Izražanje SYT4 v adenohipofizi podgan. 
V stolpcih označenih z A, B, C in D so slike adenohipofiz štirih podgan, ki so prejemale posamezne 
tretmaje. Tretmaji so navedeni pod vsakim stolpcem (L-DOPA+E2, L-DOPA, E2 in brez tretmaja oz. 0).  
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Slika 5: Povprečen odstotek površine na rezinah adenohipofiz, kjer je prišlo do izražanja SYT4, glede 
na posamezen tretma (n=4). 
Graf predstavlja povprečne vrednosti odstotka površine na rezinah adenohipofiz, kjer je prišlo do izražanja 
SYT4 in njeno standardno napako (SE) med adenohipofizami, ki so bile izpostavljene različnim tretmajem. 
Statistično značilno se med seboj razlikujejo tretmaji, pri katerih so živali prejemale E2, v primerjavi s 
tistimi, pri katerih živali niso prejemale E2 (*P < 0,05). 
 
 
 
Slika 6: Vpliv interakcije med tretmaji L-DOPA in E2 na količino izraženega SYT4. 
Količina izraženega SYT4 je prikazana kot odstotek površine prereza hipofize.   
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4.3 VEČ PROLAKTINA SE SINTETIZIRA V HIPOFIZAH PODGAN, KI NISO 
PREJEMALE ESTRADIOLA  
 
Z imunohistokemijskim označevanjem PRL v podganji adenohipofizi smo ugotovili, da 
se količina sintetiziranega PRL glede na tretma (opisani v poglavju 4.1) razlikuje. Živali, 
ki niso prejemale E2, so v adenohipofizi sintetizirale več PRL v primerjavi z živalmi, ki 
so prejemale E2.  
 
Na sliki 7 so prvi stolpec živali, ki so prejemale L-DOPA in E2 so izražale povprečno 
10,6 ± 1,6 % (povprečna vrednost ± standardna napaka (SE)) odstotka površine na rezinah 
adenohipofiz, kjer je prišlo do izražanja PRL. Drugi stolpec so živali, ki so prejemale L-
DOPA in so imele v adenohipofizah izraženo 24,3 ± 5,5 % PRL. Pri tretji skupini (E2) so 
izražale povprečno 11,3 ± 1,8 % PRL. Pri zadnji skupini, ki ni prejemala nobenega 
tretmaja, je povprečen odstotek PRL znašal 31,4 ± 2,4 %. 
 
Analiza imunoreaktivnega signala PRL (slika 8) v adenohipofizah živali je pokazala, da 
se raven PRL statistično značilno (P < 0,001) spremeni kadar so živali prejemale E2 v 
primerjavi z živalmi, ki E2 niso prejemale. Prisotnost E2 vpliva na zmanjšano izražanje 
PRL, medtem ko odsotnost E2 poveča izražanje PRL v adenohipofizah podgan. 
Prejemanje L-DOPA ne vpliva statistično značilno (P = 0,215) na izražanje PRL. 
Tretmaja nista statistično značilno sovpadala  (P = 0,34). 
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Slika 7: Izražanje PRL v adenohipofizi podgan. 
V stolpcih označenih z A, B, C in D so slike adenohipofiz štirih podgan, ki so prejemale posamezne 
tretmaje. Tretmaji so navedeni pod vsakim stolpcem (L-DOPA+E2, L-DOPA, E2 in brez tretmaja oz. 0). 
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Slika 8: Povprečen odstotek površine rezin adenohipofiz, kjer je prišlo do izražanja PRL, glede na 
posamezen tretma (n=4). 
Graf predstavlja povprečne vrednosti odstotka površine na rezinah adenohipofiz, kjer je prišlo do izražanja 
PRL in standardne napake (SE) med adenohipofizami, ki so bile izpostavljene različnim tretmajem. 
Statistično značilno se med seboj razlikujejo tretmaji pri katerih so živali prejemale E2, v primerjavi s 
tistimi, pri katerih živali niso prejemale  E2 (*P < 0,05). 
 
 
   
Slika 9: Vpliv interakcije med tretmaji L-DOPA in E2 na količino izraženega PRL.  
Količina izraženega PRL je prikazana kot odstotek površine prereza hipofize.  
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Slika 10: Grafa koncentracije E2 in PRL v krvi podgan. 
4.4 MERITVE KONCENTRACIJ ESTRADIOLA IN PROLAKTINA V KRVI 
ŽIVALI, KI SO PREJEMALE L-DOPA+E2 IN ŽIVALI, KI SO PREJEMALE 
SAMO L-DOPA 
 
Živali, ki so prejemale E2, so imele ob času žrtvovanja v krvi za približno 50-krat višjo 
koncentracijo E2 v primerjavi z živalmi, ki E2 niso prejemale (Slika 11A). Koncentracija 
PRL v krvi podgan, ki so prejemale E2, je bila v primerjavi s podganami, ki ga niso 
prejemale, za približno 4-krat višja (Slika 11B). Rezultati so izraženi kot povprečna 
vrednost ± standardna napaka. V skupini živali, ki so prejemale L-DOPA, je koncentracija 
E2 izražena kot <5 ng/L, ker je 5 ng/L najnižja vrednost, ki jo z uporabljeno metodo lahko 
še zaznamo v krvi. 
 
Rezultati statistične analize so pokazali, da so bile koncentracije E2 v krvi živali, ki so 
prejemale E2 (261,4 ± 54,0 ng/L), statistično značilno različne (P = 0,003) od 
koncentracije E2 v krvi živali, ki E2 niso prejemale (<5 ± 0,0 ng/L).  
 
Koncentracije PRL pri živalih, ki so prejemale E2 (4,4 ± 1,2 μg/L), v primerjavi z živalmi, 
ki E2 niso prejemale (1,4 ± 0,3 ng/L), se statistično značilno (P = 0,054) med seboj ne 
razlikujejo. 
 
 
A                                                                           B 
 
  
 
  
  
  
 
  
 
  
   
  
 
    
 
A) Graf prikazuje koncentracijo E2 v krvi podgan, ki so prejemale tretma L-DOPA in E2, ter v krvi podgan, 
ki so prejemale tretma z L-DOPA. Koncentracija E2 pri tretmaju z L-DOPA in E2 je statistično značilno 
višja v primerjavi z živalmi, ki so prejemale le L-DOPA (*P < 0,05). 
B) Graf prikazuje koncentracijo PRL v krvi podgan, ki so prejemale tretma z L-DOPA in E2, ter podgan, 
ki so prejemale tretma z L-DOPA.  
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4.5 DVOJNO IMUNOFLUORESCENTNO OZNAČEVANJE SINAPTOTAGMINA 
IV IN PROLAKTINA 
 
  
Slika 11: Fluorescentno in kromogeno 
imunohistokemijsko označevanje SYT4 in PRL  
Dvojno imunohistokemijsko označevanje SYT4 in PRL v 
podganji hipofizi.  
A) Vizualizirana jedra (modro), SYT4 (zeleno) in PRL 
(rdeče) v isti rezini podganje hipofize. B) Pas SYT4 v 
intermediji, rahlo zaznaven v adenohipofizi. B') 
Kromogeno obarvan SYT4 v intermediji, posamezni otočki 
SYT4 v adenohipofizi. C) PRL v adenohipofizi. C') 
Kromogeno obarvan PRL v adenohipofizi. D) Z DAPI 
označena jedra celic. Vidna razlika v gostoti celic glede na 
del hipofize. 
nh – nevrohipofiza 
im – intermedija 
ah – adenohipofiza 
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4.6 DVOJNO KROMOGENO IMUNOHISTOKEMIČNO OZNAČEVANJE 
SINAPTOTAGMINA IV IN PROLAKTINA 
 
SYT4 in PRL smo  lokalizirali s pomočjo  ABC kompletov. Pri lokalizaciji smo uporabili 
dve vrsti kompletov. Prvi ABC komplet, ABC-AP, vsebuje avidin-biotinski kompleks, 
na katerega je vezana alkalna fosfataza. Ob interakciji s substratom encima alkalne 
fosfataze, BCIP/NBT, je nastala vijolična oborina. Pri ABC kompletu ABC-HRP je na 
avidin-biotinski  kompleks, vezanih več hrenovih peroksidaz. Ob interakciji s substratom 
encima hrenove peroksidaze, DAB, je nastala rjava oborina. 
 
Na sliki A (Slika 13) je PRL vizualiziran z vijolično oborino. Na isti sliki je SYT4 
vizualiziran z rjavo oborino. Na sliki B (slika 10) je SYT4 vizualiziran z vijolično 
oborino, medtem ko je PRL vizualiziran z rjavo oborino. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 12: Dvojna kromogena lokalizacija proteinov v podganji hipofizi. 
A) PRL (vijolično) in SYT4 (rjavo) v podganji hipofizi. SYT4 in PRL v nevrohipofizi (nh) nista prisotna. 
Desno od nevrohipofize je rjavo obarvan pas intermedije (im), v kateri je veliko SYT4 v primerjavi z 
nevrohipofizo in adenohipofizo. Vijolično obarvan del hipofize je adenohipofiza (ah), kjer je veliko PRL 
in posamezni otočki SYT4, vendar je SYT4 tam manj kot v intermediji. B) SYT4 (vijolično) in PRL (rjavo) 
v prolaktinomu. PRL zelo dobro viden, medtem ko so posamezni otočki SYT4 slabše vidni.  
  
ah – adenohipofiza 
im – intermedija 
nh – nevrohipofiza  
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4.7 RADIOAKTIVNA LOKALIZACIJA mRNA SINAPTOTAGMINA IV V 
PODGANJIH HIPOFIZAH 
 
Oligonukleotidna sonda za mRNA SYT4, označena z radioaktivnim žveplovim izotopom 
35, se je na mRNA v intermediji in adenohipofizah vezala uspešno, kar sklepamo glede 
na rezultate imunohistokemijske lokalizacije proteina SYT4, ki ga je, enako kot  njegove 
mRNA, bilo največ v intermediji (Slika 14).  Ker pa so kontrolne rezine hipofiz oddajale 
signal z enako jakostjo kot ostale rezine, smo poskus označili kot neuspešen in nismo 
nadaljevali z obdelavo rezultatov.  
 
 
Slika 13: Avtoradiogrami in situ hibridizacije mRNA sinaptotagmina IV v koronalnih rezinah 
podganjih hipofiz. 
 
 
4.8 NERADIOAKTIVNA LOKALIZACIJA mRNA SINAPTOTAGMINA IV V 
PODGANJIH HIPOFIZAH 
 
Uvedba metode, pri kateri so bile sonde označene z biotinom, ni bila uspešna, saj mRNA 
gena za SYT4 ni označila in je bila vizualizacija neuspešna.  
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5 RAZPRAVA 
 
5.1 SPREMEMBE V VELIKOSTI HIPOFIZ IN VSEBNOSTI SINAPTOTAGMINA 
IV TER PROLAKTINA GLEDE NA TRETMA 
 
5.1.1 Hipofize se pri ovariektomiranih podganah tretiranih z estradiolom povečajo 
 
Analizirali smo velikosti hipofiz v ovariektomiranih podganah, ki so prejemale različne 
tretmaje. Iz naših rezultatov izhaja, da so hipofize živali, ki so prejemale E2, večje od 
hipofiz živali, ki E2 niso prejemale (Slika 2), kar pomeni, da je E2 v našem poskusu 
spodbudil nastanek prolaktinoma. Ristić in sod. (2017) so ugotovili, da E2 sproži 
namnožitev in povečanje laktotrofov, ter izločanje PRL glede na podatke pridobljene iz 
krvi. Saitoh in sodelavci (2010) opisujejo, da inzulinu podoben rastni faktor I (IGF-I) 
sodeluje pri proliferaciji laktotrofov, hkrati pa je njegova prisotnost nujna za izražanje 
vazoaktivnega intertestinalnega peptida (VIP), ki pa spodbuja izločanje PRL. 
Prolaktinom je induciran s strani E2, najbolj pogosto pa se pojavijo pri ženskah  v rodni 
dobi (Xu in sod., 2000). Prolaktinom nastane kot posledica patoloških sprememb v 
adenohipofizi in/ali hipotalamusu (Xu in sod., 2000). Pri živalih, ki so prejemale L-DOPA 
in E2, so bile hipofize po večini za polovico manjše, v primerjavi z živalmi, tretiranimi 
samo z E2; to bi verjetno lahko pojasnili s tem, da je L-DOPA prekurzor DA, ki zavira 
izločanje PRL. Stimulacija D2 receptorjev z DA inhibira sintezo in izločanje PRL in 
prolaktinome skrči (Xu in sod., 2000). Hipofize živali, ki niso prejemale E2 so manjše, s 
čimer lahko pojasnimo nižjo koncentracijo PRL v krvi v primerjavi s podganami, ki so 
prejemale E2. 
 
 
5.1.2 Povezava med izražanjem prolaktina in sinaptotagminom IV v adenohipofizi 
ovariektomiranih podgan 
 
Naš namen je bil preveriti, če je povečano izločanje PRL pri živalih z E2 vsadki povezano 
s spremembami v izražanju SYT4 v adenohipofizi. Iz naših rezultatov lahko sklepamo, 
da je izločanje PRL povezano s spremembami v izražanju SYT4, saj smo v eksperimentu 
opazili spremembe v izražanju SYT4 glede na količino izraženega PRL. Iz naših 
rezultatov sledi, da je SYT4 v adenohipofizi več kadar je PRL malo,  ko pa je PRL v 
adenohipofizi veliko, je SYT4 manj v primerjavi s količino PRL. Na izločanje PRL in 
izražanje SYT4 vpliva prisotnost E2. 
 
Manjšo količino PRL v adenohipofizi pri tretmaju L-DOPA in E2 bi morda lahko 
pojasnili s povečanim izločanjem DA, ki se sintetizira iz L-DOPA in s tem inhibira 
izločanje PRL. Levesque in sod. (1986) so ugotovili, da lahko E2 spremeni občutljivost 
D2 receptorjev v hipofizi iz receptorjev z visoko afiniteto v receptorje z nizko afiniteto. 
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Po drugi strani pa Wang in sod. (2003) pravijo, da SYT4 upočasnjuje eksocitozo in deluje 
v prid oz. spodbuja sistem kiss-and-run. S slednjim bi lahko pojasnili zmanjšano izločanje 
PRL, v primerih kjer je SYT4 veliko in PRL malo. 
 
Pri tretmaju z L-DOPA in E2 je približno dvakrat več PRL v krvi, kot pri tretmaju z L-
DOPA. Večje izločanje PRL je lahko posledica vpliva katerega drugega stimulanta 
izločanja PRL, kot so sproščevalni hormon tirotropin (TRH), vazoaktivni intestinalni 
peptid (VIP), ter oksitocin (Hansen, 2006). PRL lahko izločajo tudi mamosomatotrofi, ki 
so kombinacija somatrotrofov, ki izločajo rastni hormon, ter laktotrofov (Freeman in sod., 
2000).  
 
Pri živalih, ki niso prejemale E2 je izraženega SYT4 manj v primerjavi z izraženim PRL. 
Glede na graf (slika 4 in 7) in tretma z L-DOPA je SYT4 v hipofizi skoraj 4-krat manj 
kot PRL. Enak trend opazimo pri izražanju SYT4 pri podganah, ki niso prejemale 
nobenega tretmaja, vendar je tu izraženega SYT4 skoraj 2-krat manj v primerjavi z 
izraženim PRL. Manj SYT4 bi lahko pojasnili s tem, da se morda namesto SYT4 v tem 
primeru za eksocitozo veziklov uporablja kak drug sinaptotagmin, ki je morda bolj 
primeren za dano nalogo in je njegovo izločanje odvisno od Ca2+, saj SYT4 od Ca2+ ni 
odvisen.  
 
Manj izraženega PRL pri tretmaju z E2, tako kot pri tretmaju z L-DOPA in E2, bi lahko 
pojasnili s tem, da je morda takrat v adenohipofizi manjša količino DA, ki zavira 
proizvodnjo PRL. Roy in sodelavci (1990) so pokazali, da se v adenohipofizi nahajajo 
encimi, ki katalizirajo E2 v 2-hidroksiestradiol (2-OHE2), ki se kompetitivno veže na DA 
receptorje, kar nej bi bil mehanizem s katerim nastajajo prolaktinomi. Dolgotrajno 
zaviranje DA receptorjev vodi v hiperprolaktinemijo in razvoj prolaktinoma (Xu in sod., 
2000). Xu in sodelavci (2000) so to hipotezo s svojimi poskusi potrdili. SYT4 je pri tem 
tretmaju izražen v približno enaki količini kot E2, kar bi lahko pomenilo, da je ob 
izločanju PRL prisoten tudi SYT4. Manjšo količino PRL v primerjavi z drugimi tretmaji 
bi lahko pojasnili tudi z višjo koncentracijo PRL v krvi. 
 
Pri ovariektomiranih živalih brez tretmaja je bilo izraženega največ PRL v primerjavi z 
vsemi drugimi tretmaji. Izraženega SYT4 je za polovico manj v primerjavi s PRL. 
Količino izraženega PRL bi zopet lahko pojasnili s sproščevalnim hormonom tirotropina 
(TRH), vazoaktivnim intestinalnim peptidom (VIP), ter oksitocinom (Hansen, 2006), ter 
PRL-sproščujočimi faktorji angiotenzin II, substanca P, β endorfin in arginin vazopresin 
(Jones, 2012). 
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5.2 PRIMERJAVA KROMOGENEGA IN FLUORESCENTNEGA 
IMUNOHISTOKEMIJSKEGA OZNAČEVANJA PROLAKTINA IN 
SINAPTOTAGMINA IV V HIPOFIZAH 
 
Ugotovili smo, da se SYT4 veliko bolje označi s kromogenim imunohistokemijskim 
označevanjem (slika 10, B'), v primerjavi s fluorescentno imunohistokemijo (slika 10, B). 
Pri fluorescentni imunohistokemiji smo poizkusili podaljšati čas izpostavitve 
primarnemu protitelesu, kar je malo izboljšalo vizualizacijo. Pri obeh vrstah 
imunohistokemije je vizualizacija odvisna predvsem od tega, kako dobro se primarno 
protitelo veže na proteine, ter seveda tudi od vezave sekundarnih protiteles na primarno 
protitelo. Glede na dosedanje izkušnje bi bilo za SYT4 bolje uporabiti fluorokrom, ki 
oddaja rdečo barvo, za PRL pa fluorokrom, ki oddaja zeleno barvo. SYT4 je v primerjavi 
s PRL v rezinah manj in predvidevamo, da bi tako lažje vizualizirali tudi SYT4, ki je 
izražen v adenohipofizi. 
 
 
5.3 DVOJNO KROMOGENO IMUNOHISTOKEMIČNO OZNAČEVANJE 
HIPOFIZ 
 
Pri kromogeni imunohistokemiji smo opazili, da se SYT4 bolje vizualizira s sistemom 
ABC-HRP in substratom DAB (slika 11, A), medtem ko je s sistemom ABC-AP in 
substratom BCIP/NBT vizualizacija slabša (slika 11, B). Do tega je verjetno prišlo, ker je 
bila izpostavljenost substratu encima AP prekratka. Iz tega sledi, da je vizualizacija 
proteinov s substratom encima HRP enostavnejša in hitrejša v primerjavi z vizualizacijo 
s substratom encima AP. Problem pri vizualizaciji je seveda tudi količina izraženega 
proteina v tkivu. Če je proteina malo, je tudi vizualizacija težja, kar je sicer odvisno tudi 
od zmogljivosti mikroskopa, ki ga imamo na voljo. Poleg tega je problem pri 
imunohistokemiji z AP in HRP, da lahko reagirata z endogenimi fosfatazami in oborina 
nastaja nespecifično;  PRL se ne glede na izbrani substrat zelo dobro vizualizira, ker je v 
tkivu prisoten v večjih količinah, v primerjavi s SYT4, ki smo ga vizualizirali težje. V 
vsakem primeru pa se tako SYT4 kot PRL lahko označita z obema substratoma, 
vizualizacija pa je odvisna od metodologije in instrumentov s katerimi zaznavamo in 
ovrednotimo prisotnost enega ali drugega proteina v tkivu. 
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5.4 RADIOAKTIVNA IN NE-RADIOAKTIVNA IN SITU HIBRIDIZACIJA 
 
Radioaktivna in situ hibridizacija 
 
Pri radioaktivni in situ hibridizaciji bi lahko na podlagi kontrole predvidevali, da se je 
sonda vezala nespecifično, a če vizualizacijo primerjamo z rezultati kromogene 
imunohistokemije, to ni nujno edini možni razlog za neuspešen poskus.  Enak rezultat pri 
kontrolah kot pri testnih rezinah je lahko tudi posledica premajhnega presežka 
neoznačenih sond, kar pomeni, da tekmovanje med označenimi in neoznačenimi sondami 
za vezavna mesta ni bilo zadostno in se je tako na mRNA SYT4 vezalo dovolj 
radioaktivno označenih sond, da je končni rezultat primerljiv s testnimi rezinami.  
 
 
Ne-radioaktivna in situ hibridizacija 
 
Pri ne-radioaktivni in situ hibridizaciji smo metodo šele pričeli uvajati. V prihodnje bi 
bilo smiselno preizkusiti drugačno hibridizacijsko mešanico, z drugimi pufri, morda 
poskusiti z novo oligonukleotidno sondo, spreminjati temperaturo pri kateri poteka 
hibridizacija, itd. Morda je predvsem potrebno optimizirati obdelavo rezin s proteinazo 
K, ker predvidevamo da so morda rezine predebele za vizualizacijo. 
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6 SKLEPI 
 
Rezultati eksperimentov magistrske naloge so: 
 
• Tretiranje ovariektomiranih podgan z E2 povzroči povečanje hipofize in nastanek 
prolaktinoma. 
• Ob prisotnosti E2 se količina SYT4 v adenohipofizah zviša v primerjavi z živalmi, 
ki E2 niso prejemale. 
• Ob prisotnosti E2 se izražanje PRL v adenohipofizi zmanjša v primerjavi z 
živalmi, ki E2 niso prejemale. 
• Koncentracija PRL v krvi podgan, ki so prejemale E2 je višja v primerjavi z 
živalmi, ki E2 niso prejemale. 
• Dvojno kromogeno ozačevanje SYT4 in PRL je mogoče, vendar je potrebno 
optimizirati predvsem izpostavljenost substratu za alkalno fosfatazo. 
• Radioaktivna in situ hibridizacija nam ni uspela 
• Ne-radioaktivna in situ hibridizacija je mogoča, če bi uspešno optimizirali 
vizualizacijo in fiksacijo na rezinah hipofiz. 
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7 POVZETEK 
 
Hipofiza je žleza z notranjim izločanjem, ki nadzira in uravnava delovanje drugih žlez. 
Delimo jo na tri dele: adenohipofizo, intermedijo in nevrohipofizo. V adenohipofizi se 
nahajajo laktotrofi, ki so specializirane celice, ki izločajo hormon prolaktin. Estrogen je 
hormon, katerega proizvodnja je uravnavana s strani hipofize in pripomore k nastanku 
prolaktinoma, ki je benigen tumor hipofize. Z L-DOPA zdravimo Parkinsonovo bolezen. 
L-DOPA je prekurzor dopamina, ki zviša njegovo raven, s tem zavira delovanje 
prolaktina in posledično nastanek prolaktinoma. Sinaptotagmin 4 je gen zgodnjega 
odgovora, ki sodeluje pri sproščanju veziklov. 
 
Namen naloge je bil raziskati, če je povečano izločanje prolaktina pri ovariektomiranih 
živalih z estradiolskimi vsadki povezano s spremembami v izražanju SYT4. Izražanje 
SYT4 in PRL smo analizirali z metodo imunohistokemije (IHC), svetlobnim 
mikroskopom, ter računališko obdelavo posnetkov.  
 
Poskusili smo vpeljati lokalizacijo proteinov SYT4 in PRL z  metodo dvojne kromogene 
IHC, ter dvojne fluorescentne IHC. Poleg tega pa dokazati prisotnost mRNA SYT4 in 
PRL v adenohipofizah s pomočjo radioaktivne in neradioaktivne in situ hibridizacije. 
 
Pri podganah, ki so prejemale E2 ne glede na prisotnos L-DOPA je bilo sintetiziranega 
več SYT4 in manj PRL, v primerjavi z adenohipofizami živali kjer E2 ni bil prisoten in 
je bilo sintetiziranega manj SYT4, ter več PRL. 
Primerjava med povprečnima odstotkoma površin na rezinah adenohipofiz, kjer je prišlo 
do izražanja SYT4 ali PRL: 
1. Pri podganah, ki so prejemale L-DOPA in E2 se je izrazilo 18,8 ± 4,4 % SYT4 in 
10,6 ± 1,6 % PRL. 
2. Pri podganah, ki so prejemale L-DOPA se je izrazilo 6,8 ± 1,7 % SYT4 in 24,3 ± 
5,5 % PRL. 
3. Pri podganah, ki so prejemale E2 se je izrazilo 14,1 ± 3,1 % SYT4 in 11,3 ± 1,8 
% PRL. 
4. Pri podganah, ki niso prejemale ničesar se je izrazilo 12,4 ± 1,6 % SYT4 in 31,4 
± 2,4 % PRL. 
 
V primerjavi s količinami PRL v adenohipofizah, so koncentracije PRL v krvnem obtoku 
podgan ravno obratne. V krvi podgan, ki so prejemale E2 je več PRL (4,4 ± 1,2 μg/L) v 
primerjavi s podganami, ki E2 niso prejemale (<5 ± 0,0 ng/L), kar pa je ravno obratno pri 
izražanju PRL v adenohipofizah podgan. 
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Metodo fluorescentnega dvojnega označevanja z IHC smo uspešno uvedli, medtem ko bi 
za metodi dvojnega kromogenega IHC označevanja in neradioaktivne in situ hibridizacije 
potrebovali še nekaj časa za popolno optimizacijo. 
 
Zastavljeno hipotezo smo z raziskovalnim delom potrdili in zaključili, da je povečano 
izločanje PRL povezano s spremembami v izražanju SYT4 kar je odvisno od prisotnosti 
ali odsotnosti E2. 
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